Docket No.: 251067US0CONT 

IN THE UNITED STATES PATENT & TRADEMARK OFFICE 
IN RE APPLICATION OF 

ATSUSHI SUZUKI, et al. : ART UNIT: 1614 

SERIAL NO: 10/810,611 : 

FILED: JUNE 5, 2002 : EXAMINER: KWON, B.Y.S. 

FOR: PREVENTIVE OR REMEDY FOR HYPERTENSION 

COMMENTS ON STATEMENT OF REASONS FOR ALLOWANCE AND 
REQUEST FOR CONSIDERATION OF REFERENCES 

COMMISSIONER FOR PATENTS 
Alexandria, VA 22313-1450 

SIR: 

Responsive to the Notice of Allowance dated January 9, 2009, Applicants request that 
the Examiner provide acknowledgment that References AP (FR 2 734 478) and AS (FR 2 302 
745), cited on the Information Disclosure Statement tiled on March 29, 2004. 

References AP (FR 2 734 478) and AS (FR 2 302 745) were originally cited on the 
Information Disclosure Statement filed on December 26, 2002 in the parent application (US 
10/1 61,739). Applicants note that a European Search Report was filed along with the 
Information Disclosure Statement to serve as a statement of relevance for the foreign language 
references. Applicants respectfully request that the Examiner acknowledge consideration of 
same by providing Applicants with an initialed copy of the Form PTO-1449 enclosed herewith 
listing this reference. Applicants submit herewith: (a) a copy of the Information Disclosure 
Statement as filed on March 29, 2004 along with a copy of the date-stamped filing receipt 
evidencing filing thereof, (b) a copy of the Information Disclosure Statement originally filed on 
December 26, 2002 in the parent application (US 10/161,739) and bearing a OIPE date-stamp 
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of July 22, 2004 which corresponds to the date Applicants filed a Petition in the parent 
application making the same request as herein, (c) a copy of the references for which 
consideration is requested, (d) a copy of the European Search Report, and (e) a copy of the 
date-stamped filing receipt from the parent application evidencing the filing of (b) - (d). 

An early and favorable indication that the Information Disclosure Statement has been 
considered is kindly solicited. 

Respectfully submitted, 

OBLON, SPIVAK, McCLELLAND, 
MAIER & NEUSTADT, P.C. 
Norman F. Obion 
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(§7) Composition cosmetique ou pharmaceutique utilisable 
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port approprie, un agent protecteur ayant un pouvoir filtrant 
vis-a-vis des rayons ultraviolets et des proprietes antiradi- 
calaires, caracterisee par le fait que I'agent protecteur com- 
porte: 

1) au moins un monomere et/ou oligomere de phenoi de 
type catechique d'origine vegetafe, par exemple extrait de 
the vert, de racines de potentilie, de p6pins de raisin ou 
d'ecorce de pin, et 

2) au moins un acide hydroxycinnamique d'origine vege- 
tate, par exemple extrait de cafe vert 

L'agent protecteur a, a la fols, des proprtetds antiradfca- 
laires et un pouvoir filtrant vis-a-vis des rayons ultraviolets. 
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COMPOSITION COSMETIQUE OU PHARMACEUTIQUE 
UTILISABLE PAR VOIE TOPIQUE OU ORALE AYANT DES 
PROPRIETES ANTIRADICALAIRES ET UN POUVOIR FILTRANT 
VIS-A-VIS DES UV. 
5 La prdsente invention concerne une composition 

cosmetique ou pharniaceutique utilisable par voie topique ou par voie 
orale ayant des propri£tes antiradicalaires, en particulier contre les 
radicaux libres oxygenes, et un pouvoir filtrant vis-a-vis des rayons 
ultraviolets (UV). 

10 II est connu que les radicaux libres oxygfnes, intervenant 

dans de nombreux processus vitaux de Torganisme vivant, peuvent 
avoir une origine endogene ou une origine exogene, L/ origine 
endogfene est essentiellement enzymatique : en effet, des reactions 
enzymatiques radicalaires interviennent dans de nombreux processus 

15 normaux comme la respiration cellulaire, la synthase de 
prostaglandines et la phagocytose. Ces espfeces radicalaires h oxygfcne 
actif peuvent aussi etre initi£es par des radiations ionisantes comme la 
, composante ultraviolette de la Iumiere solaire de notre environnement. 

" ' ^ Bien que les valeurs normales.de ces entit^s radicalaires 

20/ dans tout etre vivant soient inconnues pour le moment, on sait que leur 
modification s'accompagne toujours de changements des fonctions 
vitales dans lesquelles lesdites entites sont impliquges. Ces 
changements fonctionnels peuvent se manifester sous diverses formes, 
notamment : 

25 - la destruction oxydative des macromolecules, comme le collagfene ou 
Tflastine ; 

- 1'accumulation des intermediates m£taboliquement inertes issus, par 
exemple, de la polymerisation oxydative des lipides insatur6s ; 

- Talteration des structures membranaires de certains elements de la 
30 cellule comme les mitoehondries et les lysosomes, suite & la 

peroxydation des lipides. 
Ces dysfonctionnements des processus oxydatifs normaux sont mis en 
cause dans certaines maladies comme le cancer, l'atheroscterose, 
Thypertension, le vieillissement cellulaire qui provoque, en particulier, 
35 la formation de rides. 
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La nature a prevu un systfcme endogfene de defense centre 
Jes agressions radicalaires sous controle purement enzymatique, 
notamment grace a la superoxyde disrnutase (SOD) et la glutathione 
peroxydase. Cependant, dans certains cas, ces moyens de ddfense 
5 peuvent se trouver depasses et exiger un renfort externe pouvant agir 
soit comme stimulateur du systeme endogfcne, soit comme un 
antioxydant piegeant les radicaux libres. 

La lumiere solaire, facteur environnemental auquel tout Ie 
monde est expose, est responsable de certains dommages corporels tels 
10 que les brulures, les inflammations et !es cancer de la peau, dont une 
cause est la presence de radicaux libres oxygends induite par la 
composante ultraviolette de la lumifere solaire. Le rayonnement le plus 
nocif correspond & la region comprise entre 280 et 400 nm, que les 
cosmdtologues ddsignent comme zone des UVb et UVA. En gfndral, 

15 les preparations cosmetiques permettant de se prot^ger centre ces 
rayons UV contiennent, 2i Theure actuelle, comme agents protecteurs, 
essentiellement des produits organiques de synthase souvent associSs k 
des produits mindraux comme 1'oxyde de zinc ou 1'oxyde de titane 
micronis€ ; la protection offerte est uniquement due a un effet filtre par 

20 absorption du rayonnement UV. II s'agit, de ce fait, d'un effet 
immediat et le produit doit imperativement 6tre appliqu^ 
immediatement avant r agression. De plus ces produits synthetiques 
possfcdent generalement des spectres d'absorption trfcs dtroits avec des 
maxima situes soit dans la region des UVb, soit dans celle des UVa. 

25 II serait done souhaitable de pouvoir utiliser un agent 

protecteur permettant de se prot^ger contre les agressions UV par effet 
combing de propridt£s antiradicalaires et de propridtgs flltrantes, ayant 
un spectre d'absorption trfcs large couvrant la zone comprise entre 270 
et 360 nm et comportant deux maxima situes Tun, dans la region des 

30 UVb autour de 290 nm et Tautre, dans la region des UVa autour de 
330 nm. Par l'effet filtre, 1'agent protecteur offrirait ainsi une bonne 
protection immediate contre les UVa et UVB h la fois. Ses proprtetds 
antiradicalaires lui confereraient, en outre, un effet prdventif et curatif 
obtenu soit en piegeant les radicaux libres soit en stimulant les defenses 

35 endogfcnes de 1'organisme- Un tel produit pourrait done etre utilise 
avant, pendant, ou apres I'exposition aux rayons UV. 
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Selon la pr^sente invention, on a trouve que Ton peut 
obtenir !e resultat souhaitd en utilisant un agent protecteur contenant & 
la fois : 

1) des monomeres et/ou oligomfcres ph€no!iques de type 
5 catechique provenant d'extraits vdgetaux, 

2) des acides hydroxycinnamiques provenant d'extraits 

v^g&aux. 

Cet agent protecteur peut etre utilise aussi bien h titre 
preventif que curatif. II a l'avantage d'etre entierement d'origine 

10 vegdtale et d'etre soluble dans l'eau. 

De fagon connue, les monomeres ou oligomferes 
phfnoliques de type catechique presentent une bonne absorption des 
rayons ultraviolets avec des maxima dans la zone de 280 nm, 
correspondant aux UVB, rnais surtout pifcgent de fagon efficace les 

15 radicaux libres oxygdnes ; cette activity antiradicalaire rdsulte soit 
d'une stimulation des defenses endogenes cellulaires, soit d'une 
inhibition de la peroxydation lipidique. Les acides hydroxycinnamiques 
offrent une bonne absorption des UV avec des maxima dans la zone de 
310 & 330 nm correspondant aux UVa mais des propri£t£s 

20 antiradicalaires faibles, voire nulles. Selon la prSsente invention, on a 
trouve que la combinaison des monomeres et/ou oligomferes 
ph£noliques et des acides hydroxycinnamiques avait un effet de 
synergie en ce qui concerne les proprietes antiradicalaires, comme le 
montrent les exemples donnes ci-apres, 

25 La presente invention a done pour objet une composition 

cosmetique ou pharmaceutique utilisable pair voie topique ou orale 
contenant dans un support approprie un agent protecteur ayant des 
propridtgs antiradicalaires et un pouvoir filtrant vis-&-vi$ des rayons 
ultraviolets, caracterisee par le fait que 1'agent protecteur comporte : 

30 1) au moins un monomere et/ou un oligomere de phdnol de 

type catechique d'origine vegetale, et 

2) au moins un acide hydroxycinnamique d'origine 

v€getale. 

Les monomeres et/ou les oligomfcres de phenol de type 
35 catechique constituent une fraction des; tanins catechiques contenus dans 
differentes sources vdgdtales parmi lesquelles on peut citer le thd vert, 
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differentes sources vdgdtales parmi lesquelles on peut citer le the" vert, 
les racines de potentille, les pepins de raisin et l'ecorce de pin et 
peuvent done etre extraits de ces plantes. 

On peut preparer a partir de ces plantes des extraits 
5 contenant lesdits monomeres et/ou lesdits oligomeres de phenol de type 
catechique par des procedes decrits dans les brevets publies suivants : 
FR-A-1 427 100, FR-A-2 092 743, FR-A-2 372 823, FR-A-2 643 073, 
US-A-4 698 360 et EP-A-348 741. On utilise, de preference, le 
procede decrit dans la demande de brevet francais n° 94 08615 deposde 
10 le 12 Juillet 1994 par la demanderesse. Ce proedde est caracterise par 
les Stapes suivantes : 

a) on extrait le vegetal a l'eau chaude, 

b) on precipite les tanins de la phase aqueuse obtenue par 
addition d'un sel mineral, en particulier le chlorure de sodium et on 

15 fiitre les tanins, 

c) on traite le filtrat said obtenu par 1'acetate d'ethyle, 

d) on concentre la phase organique obtenue sous pression 

reduite, 

e) on ajoute de l'eau distillee, 

20 f) on eiimine 1' acetate d'&hyle par evaporation sous 

pression reduite a une temperature ne depassant pas, de preference, 
50°C, 

g) on lave au moins une fois la phase aqueuse obtenue a 
l'aide d'un solvant polaire chlore, en particulier le chloroforme ou le 

25 chlorure de methylene, 

h) on eiimine le solvant polaire chlore residuel de la phase 
aqueuse lavee, en particulier par evaporation sous pression reduire a 
une temperature ne depassant pas 50°C environ, et 

i) on seche le concentre aqueux obtenu pour obtenir un 

30 extrait. 

Dans le cas ou Ton extrait du the vert par le procede d£crit 
ci-dessus, on peut obtenir un extrait de purete relativement eievee 
constitue pour environ 75 % de monomeres de phenols de type 
catechique dans les proportions ponderales indiquees dans le tableau ci- 
35 apres : 
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(+)-cat£chine 


3 % 


(-)-epicatdchine 


7 % 


(-)-epicatechine-3-0-galloylee 


7 % 


( + )-gallocatechine 


13 % 


(-)-epigallocatechine 


17 % 


( + )-eallocat<Schine-3-0-eaIloylee 


27 % 



Le reste est essentiellement constitud d'oligomferes des 
composes ci-dessus. 

Dans le cas ou on extrait par le procedd ddcrit ci-dessus 
5 des pgpins de raisin ou de Tecorce de pin, 1'extrait contient en majeure 
partie des oligomferes et une plus faible proportion de monomferes, cette 
faible proportion pouvant etre controfee. 

Selon I'invention, on utilise de preference les extraits de 
iti€ vert, d'ecorce de pin ou de pdpin de raisin obtenus par le proced€ 
10 decrit dans la demande de brevet frangais 94 08615. 

Parmi les acides hydroxyciinnamiques, on peut citer l'acide 
p-coumarique, l'acide ferulique, l'acide cafeique, l'acide sinapique 
ainsi que les acides chlorogeniques tels que l'acide 3-cafeylquinique, 
l'acide 4-cafeyIquinique, l'acide 5-cafeylquinique, l'acide 3,4- 
15 cafeylquinique, l'acide 3,5-dicafeylquinique, l'acide 4,5- 
dicafeylquinine, l'acide 4-feruloylquinique et l'acide 5- 
feruloylquinique. 

Ces differents acides hydroxycinamiques, plus 
particuliferement des melanges de ces acides, peuvent etre obtenus b un 
20 degrd de purete plus ou moins elevd par extraction de differents 
vdgetaux, tels que certaines plantes dicotyledones. Selon Tinvention, on 
utilise, de preference, un extrait de cafe vert, plus particulierement 
celui contenant plus de 90 % en poids d'acides chlorogeniques, 
ggndralement environ 95 %, dont la preparation est ddcrite dans la 
25 demande de brevet frangais d£posee le meme jour par la demanderesse 
sous le litre "Preparation d'un extrait vegetal ayant des proprfefes 
d'dcran total vis-a-vis des UV, extrait vegetal obtenu, son utilisation et 
composition cosmetique ou pharmaceutique contenant ledit extrait". 
Selon ce procede, on traite des grains de cafe vert sees broyds £ 1'aide 
30 d'un solvant des graisses et de la cafeine, par exemple le chloroforme 
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ou le chlorure de mdthylfcne ; on extrait le produit broye par exemple 
par un solvant polaire aqueux des acides chlorog£niques, en particulier 
du methanol aqueux, plus particulierement dans une proportion en 
volume de 7/3 ; on evapore le solvant polaire sous pression reduite a 
une temperature n'excedant pas 50°C ; on 6puise la phase aqueuse 
restante par un solvant des acides chlorogeniques non-miscible a I'eau, 
en particulier 1'acetate d'ethyle ; on concentre sous pression reduite la 
phase organique obtenue & une temperature n'excedant pas 50°C ; on 
reprend le residu par Teau distillee et on le seche pour obtenir l'extrait 
sec. Selon l'invention, on utilise de preference Textrait de cafe vert 
obtenu par le procdde decrit ci-dessus comme source d'acides 
hydroxycinnamiques. 

Selon la presente invention, le(s) acide(s) 
hydroxycinnamique(s) et le(s) monomere(s) et/ou oligomfcre(s) de 
phdnoi de type catechique sont utilises sous forme d'extrait brut, sous 
forme de melange d'extraits bruts d'origines differentes ou sous forme 
purifi£e obtenue k partir d'un ou plusieurs extrait(s) brut(s). Ces 
produits £tant hydrosolubles, ils peuvent £tre utilises sous forme de 
solution aqueuse. 

Pour obtenir un melange homogfcne des extraits ou produits 
utilises, on dissout, de preference, tou<; les constituants dans Teau et on 
seche ensuite le melange, par exemple par nebulisation ou 
lyophilisation. Cependant, on peut uuliser tout procede de melange 
connu. 

Dans le melange constituant I'agent protecteur, la 
proportion ponderale du(des) acide(s) hydroxycinnamiques(s) par 
rapport au(x) monomere(s) et/ou oligomere(s) de phenol de type 
catechique est, de preference, comprise entre 1/9 et 4, mais elle 
pourrait etre superieure ou inferieure. 

Dans les compositions cosmetiques ou pharmaceutiques, 
I'agent protecteur selon T invention est present en quantite suffisante 
pour qu'il y ait un effet de filtre et un effet antiradicalaire. Les 
quantites utilisees sont g£neralement comprises entre 0,01 et 50 % en 
poids par rapport au poids total de la composition. 

L'exemple donnd ci-aprfcs, a titre purement illustratif et 
non limitatif, permettra de mieux comprendre Tinvention. 
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EXEMPLE 

A) Preparation des extratts 

1) Preparation d'un extrait de cafe vert 

1 kg de cafe vert commercial sec est broy€. La poudre 
5 obtenue est traitee par 5 litres de chloroforme sous agitation pendant 1 
heure. L'operation est repetee une fois suppldmentaire de fagon \ 
obtenir un produit ddlipide et decafeind. Le produit ddlipidd a 6t6 
soumis & une extraction k 1'aide de 5 litres d'un melange mdthanol/eau 
dans une proportion en volume de 7/3. La phase organique obtenue est 

10 ensuite concentree sous une pression reduite de 10 mbars k une 
temperature ne depassant pas 50°C jusqu'a elimination totale du 
methanol, II reste environ 1 litre de phase aqueuse que Ton extrait avec 
une quantity equivalente d 'acetate d'ethyle (1 litre). La phase organique 
obtenue est evaporee k sec sous une pression reduite d'environ 

15 10 mbars, a une temperature de 40°C, de fagon h cbtenir un residu. Le 
rdsidu est repris par 400 ml d'eau distillee et seche par lyophilisatioh. 

On obtient un extrait contenant 94,5 % en poids decides 
chlorogeniques, dont 50 % en poids d'acide 5-cafeylquinique. 

2) Preparation d'un extrait de thi vert 

20 On introduit 1 kg de th£ vert dans un ballon et on ajoute 

8 litres d'eau chaude k 80°C ; on laisse infuser pour l'extraction 
pendant 60 minutes sous faible agitation en maintenant la temperature. 
On filtre ; on ajoute k la solution obtenue 3 kg de chlorure de sodium 
de fagon k pr£cipiter les tanins et on fi Itre Ies tanins. On traite le filtrat 

25 sal£ par 6 litres d'acdtate d'ethyle. On concentre la phase organique & 
50°C sous une pression reduite de 10 mbars. Lorsque Ton obtient 300 
ml de concentrat, on ajoute I litre d'eau distillee. On dlimine Tac^tate 
d'ethyle par evaporation h 5Q°C sous une pression reduite de 10 mbars. 
On obtient 800 ml d'une phase aqueuse qu'on lave h I'aide de 300 ml 

30 de chloroforme. On ^limine ensuite le chloroforme & une temperature 
de 40°C sous une pression reduite de 10 mbars. Pour finir, on sfeche le 
rdsidu obtenu par ndbulisation de fagon h obtenir un extrait sec. 

Cet extrait est constitue d'environ 75 % en poids des 
monomeres suivants dans les proportions ponddrales indiquees ci- 

35 dessous : 
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(+)-catechine 


3 % 


(-)-dpicatdchine 


7 % 


(-)-epicat£chine-3-0-galloylee 


7 % 


(-f)-gallocatechine 


13 % 


(-)-epigallocatdchine 


17 % 


(+)-ga!!ocatdchine-3-0-£alloylee 


27 % 



Le pourcentage restant est constitue essentiellement par des 
oligom&res de ces monomfcres. 

3) Preparation d'un extrait de pepins de raisin 

On introduit 1 kg de pepins de raisin dans un ballon et on 
5 ajoute 8 litres d'eau chaude h 80°C ; on laisse infuser pour 1'extraction 
pendant 60 minutes sous faible agitation en maintenant la temperature. 
On filtre ; on ajoute k la solution obtenue 3 kg de chlorure de sodium 
de fagon h precipiter les tanins et on filtre les tanins. On traite le fikrat 
sale par 6 litres d 1 acetate d'ethyle. On concentre ia phase organique a 

10 50°C sous une pression reduite de 10 mbars. Lorsque Ton obtient 300 
ml de concentrat, on ajoute 1 litre d'eau distillde. On elimine Tacdtate 
d'ethyle par dvaporation h> 50°C sous une pression reduite de 10 mbars. 
On obtient 800 ml d'une phase aqueuse qu'on lave a 1'aide de 300 ml 
de chloroforms On elimine ensuite le chloroforme a une temperature 

15 de 40°C sous une pression reduite de 10 mbars. Pour finir, on sfeche le 
residu obtenu par nebulisation de fa^on a obtenir un extrait sec. 

4) Preparation d'un melange d'ext raits de cafe vert et de 

thi vert 

On a dissout dans de 1'eau disti!16e des poids dgaux de 
20 1'extrait de cafe vert et de 1'extrait de the vert prepares ci-dessus et on 
a s€ch6 par nebulisation. 

5) Preparation d'un melange d'ext raits de cafe vert et 
d'ext raits de pepins de raisin 

On a melange comme au point 4) ci-dessus des poids €gaux 
25 d'extrait de cafe vert et d'extrait de pepins de raisin. 
B) Etude du pouvoir fiUrant 

a) Spectre d' absorption 

On a prepare avec chacun des extraits et melanges 
d'extraits prepares en A) des solutions a 0,1 mg/ml dans Teau et on a 
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mesure le spectre d'asorption et la transmission dans un appareil de 
type HITACHI U-2000. 

1) L'extrait de cafe vert pre'sente un spectre d'absorption qui couvre 
une zone comprise entre 270 k 360 nm avec un maximum k 323 nm 

5 et un epaulement k 281 nm. La solution ne permet qu'une 

transmission inferieure k 10 % pour les longueurs d'onde comprises 
entre 270 et 350 nm. 

2) L'extrait de the vert prdsente un spectre d'absorption qui couvre 
une zone comprise entre 270 et 290 nm avec un maximum autour 

10 de 280 nm. La solution ne permet qu'une transmission inferieure k 
10 % pour les longueurs d'onde comprises entre 270 et 290 nm. 

3) L'extrait de pepins de raisin presente un spectre d'absorption entre 
270 et 290 nm avec un maximum a environ 280 nm. La solution ne 
permet qu'une transmission inferieure a 10 % pour les longueurs 

15 d'onde comprises entre 270 et 290 nm. 

4) Le melange poids pour poids d'extrait de cafg vert et d'extrait de 
the vert prdsente un spectre d* absorption entre 270 nm et 360 nm 
avec deux maxima distincts respectivement k 285 et 325 nm. La 
transmission est inferieure a 10 % pour les longueurs d'onde 

20 comprises entre 270 et 350 nm. 

5) Le melange poids pour poids d'extrait de cafe vert et d'extrait de 
pepins de raisin presente un spectre d'absorption couvrant la zone 
entre 270 et 360 nm avec deux maxima respectifs a 285 et 325 nm. 
La transmission est inferieure k 10 % pour les longueurs d'onde 

25 comprises entre 270 et 350 nm. 

b) Coefficient de protection soldi re (CPS) 
La protection offerte par les differents extraits ou melanges 
d'extraits a ete estimde in vitrQ selon la technique decrite par DIFFEY 
et ROBSON (J. Soc. Cosmet., 40, 127-133, 1989). 
30 La formule protectrice etudiee a et£ prdparde k partir de 

melanges A et B ayant la formulation suivante : 

Melange A 
Vaseline officinale 2 g 

Acide st^arique 3 g 

35 Alcool stearique 2 g 

Propyl paraben 0,015 g 
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Melange B 

Eau distills 70,410 g 

Extrait ou melange d'extra its 10 g 
Propylene glycol 12 g 

5 Laurylsulfate de sodium 0,5 g 

Sel disodique d'acide ethylene 
diamine tetracetique 

(EDTA disodique) 0,05 g 

Methyl paraben 0,025 g 

10 Les melanges A et B sont chauffes s^parement k 80°C sous 

agitation jusqu'a l'obtention de liquides limpides. Le melange A est 
ensuite ajoute lentement au melange B en agitant ; V agitation est 
maintenue jusqu'^ ce que le gel obtenu soit h. temperature ambiante (20- 
25 °C). 

15 La preparation obtenue contient 10 % en poids d'extrait ou 

melange d'extraits ; elle est appliquee in vitro sur un stratum corneum 
humain non delipidd. 

On a obtenu les valeurs suivantes de CPS in vitro pour les 
melanges d'extraits 4 et 5 : 

20 4 - Extraits de cafe vert + the vert 33,7 ± 6,8 

5 - Extraits de cafe vert + pepins de raisin 18,5 ± 4,8 

Ces essais montrent que les agents protecteurs contenant 
des acides hydroxycinnamiques et des monomeres et/ou oligomfcres de 
phenol de type catechique sont des filtres de type ecran total. 

25 c) Etude du potentiel antiradicaux litres des extraits ou 

melange d'extraits 

Le potentiel antiradicalaire vis-&-vis des- radicaux libres 
gen£res par les UV a 6t6 recherche sur culture de fibroblastes humains 
issus de peau de prepuce de nouveau-nes ou de plasties mammaires. 

30 Afin de s'affranchir de la protection par effet filtre ddj&i mise en 
evidence, Textrait ou melange d'extraits a ete introduit dans le milieu 
avant et apres l 1 irradiation UV (effet preventif et curatif)* Des solutions 
dans l'eau de 0,1 mg/ml ou de 10 microgrammes par ml ont 6t€ 
appliquees et la dose d'UVB utilisee etait de 290 mJ/cm 2 . 
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On a obtenu les activity protectrices suivantes : 





100 Mg/ml 


10 jug/ml 


Extrait de cafe vert 


0 % 


17 % 


Extrait de the vert 




14 % 


Extrait de pepins de raisin 


32 % 




Extraits de cafe vert + th€ vert 




40 % 


Extraits de cafe vert + pepins de raisin 


50 % 





Ces resultats montrent que lorsqu'on utilise, selon 
5 I'invention, un melange d'un extrait contenant des acides 
hydroxycinnamiques et d'un extrait contenant des monomferes et/ou 
oligomfcres de phenol de type catdchique, il existe une synergie en ce 
qui concerne le potentiel antiradicalaire. 
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PFVFNDICATIONS 

1 - Composition cosme*tique ou pharmaceutique utilisable 
par voie topique ou par voie orale contenant, dans un support 
approprie, un agent protecteur ayant des propridtes antiradicalaires et 

5 un pouvoir filtrant vis-a-vis des rayons ultraviolets, caracte*ris£e par le 
fait que l'agent protecteur comporte : 

1) au moins un monomere et/ou oligomere de phenol de 
type catechique d'origine vege"tale, et 

2) au moins un acide hydroxycinnamique d'origine 

10 vej»6tale. 

2 - Composition selon la revendication 1 , caract£risde par 
le fait que le(s) monomere(s) et/ou oligomere(s) de. phenol de type 
catechique est (sont) extrait(s) du the vert, de racines de potentille, de 
pdpins de raisin ou d'Scorce de pin. 

i5 3 - Composition selon la revendication 2, caractensde par 

le fait que le(s) monomere(s) et/ou le(s) oligomere(s) de phenol de type 
catechique est (sont) extrait(s) par un proce'de' comportant les e*tapes 
suivantes : 

a) on extrait le vegetal a 1'eau chaude, 
20 b) on precipite les tanins de la phase aqueuse obtenue par 

addition d'un sel mineral, en particulier le chlorure de sodium et on 

filtre les tanins, 

c) on traite le filtrat sale" obtenu par 1' acetate d'ethyle, 

d) on concentre la phase organique obtenue sous pression 

25 reduite, 

e) on ajoute de 1'eau distillee, 

f) on ^limine l'acetate d'dthyle par Evaporation sous 
pression rdduite a une temperature ne depassant pas 50°C environ, 

g) on lave au moins une fois la phase aqueuse obtenue a 
30 1'aide d'un solvant polaire chlore\ 

h) on e*limine le solvant polaire chlore re*siduel de la phase 
aqueuse lavee, en particulier par evaporation sous pression require a 
une temperature ne depassant pas 50°C environ , et 

i) on seche le concentre aqueux obtenu pour obtenir un 

35 extrait. 
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4 - Composition selon Tune des revendications 2 ou 3 dont 
le(s) manomere(s) et/ou oligomere(s) de type cat€chique est (sont) 
extrait(s) du the" vert, caracterisee par le fait que 1'extrait de the vert est 
consume d'environ 75 % en poids de monomeres de phenol de type 



( + )-cate"chine 


3 % 


(-)-epicate*chine 


1 % 


(-)-dpicatdchine-3-0-galIoyle'e 


7 % 


( + )-gallocate"chine 


13 % 


(-)-epigallocatechine 


17 % 


( + )-gallocate'chine-3-0-£aIIoyle'e 


27 % 



le reste etant essentiellement constitue par des oligomeres de phenol de 
type catSchique. 

5 - Composition selon Tune des revendications 1 a 4, 
caracterisee par le fait que le(s) acide(s) hydroxycinnamique(s) est(sont) 

10 choisi(s) dans le groupe forme par l'acide p-coumarique, l'acide 
ferulique, l'acide sinapique et les acides chlorogeniques, 

6 - Composition selon Tune des revendications 1 i 5, 
caracterisee par le fait que le(s) acide(s) hydroxycinnamique(s) est(sont) 
extrait(s) du cafe vert. 

15 7 ~ Composition selon la revendication 6, caracterisee par 

le fait que 1'extrait de cafe vert contient plus de 90 % d'acides 
chlorogeniques. 

8 - Composition selon Tune des revendications 6 ou 7, 
caracterisee par le fait que 1'extrait de cafe vert est obtenu par un 

20 proc£d£ selon Iequel on traite des grains de cafe vert broy£s & I'aide 
d'un solvant des graisses et de la cafeine, on extrait le produit obtenu 
par un solvant polaire aqueux des acides chlorogeniques, on evapore le 
solvant polaire sous pression reduite a une temperature n'excedant pas 
50°C, on epuise la phase aqueuse resi;ante par un solvant des acides 

25 chlorogeniques non-miscible & Teau, on concentre sous pression reduite 
la phase organique obtenue \ une temperature n'excedant pas 50°C, on 
reprend le residu par 1'eau distillee et on le seche pour obtenir 1'extrait 
sec. 
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9 - Composition selon Tune des revendications 1 & 8, 
caract6ris£e par le fait que Ie(s) acide(s) hydroxycinnarnique(s) et le(s) 
monomfere(s) et/ou oligomfcre(s) de phenol de type catechique sont sous 
forme de solution aqueuse. 
5 10 - Composition selon Tune des revendications 1 a 9, 

caract^risde par le fait que dans le melange constituant 1'agent 
protecteur, la proportion ponderale du (des) acide(s) 
hydroxycinnamique(s) par rapport au(x) monomfere(s) et/ou 
oligomfcre(s) de phenol de type catdchique est comprise entre 1/9 et 4. 
10 11 - Composition selon Tune des revendications 1 a 10, 

caract£ris£e par le fait qu'elle contient entre 0,01 et 50 % en poids 
d' agent protecteur par rapport au poids total de la composition. 
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L 1 invention est relative h de nouveaux medicaments et & la 
preparation de 3eurs principes actifs par extraction & partir de 
matieres vegetales^ 

II est connu que I'on peut extraire de certains vegetaux 
des esters heterosidiques d'acide cafeique* Plus precisement* 
on a prepare un ester heterosidique i derive decide cafeique* 
de rhamnose* de glucose et de dihydroxyphenylethanol* a u quel on 
a donne le nom de verbascoside pour rappeler la plante particu- 
liere d'ou il etait extraitt le Verbascum sinuatunt. Toutefois* 
les recherches effectuees sur ces produits se sont limitees a 
des etudes de structure* et on ne leur avait trouvdi a ce jourt 
aucune propriete qui puisse les rend re utiles dans une applica- 
tion industrielle quelconque. 

La presente invention resulte de la decouverte que des 
esters heterosidiques d'acide cafeique* que l'on peut extraire 
de divers vegetaux et plus- particular ement des plantes des -fomMlm 
des Scrofularxacees, des OrobscnchacSes, des Labiees ou ies Acantha- 
cees, pr&enteat des proprijetes phannacologiques int^ressantes qui les 
rendent utiles dans la constitution de medicaments. 

Confonnement a l f invention* on peut extraire des principes 
actifs » constitues notamment d f esters heterosidiques d'acide 
cafeique et utiles en pharmacie* par un proc£d£ suivant lequel 
on fait macerer des plantes constitutes par des plantes tubi~ 
florales* de preference des Scrofulariac£es » des Orobanchacees* 
des Labieee, dee Acanthacees ou des plantes? analogues, dans un alcool, on 
recueille la solution alcoolique. on fait evaporer 1* alcool* on 
soumet la phase aqueuse residuelle a une extraction par l'ace- 
tate d»ethyle et on recueille la fraction soluble dans 1* acetate 
d'ethyle. L'alcool 'peut €tre notamment l , ^thanol ou le methanol. 

II est en outre preferable de soumettre les plantes utili- 
sees a un degraissage prealable* de preference effectue h 
I 9 ether de pe"trole* 

Ce traitement peut avant ageusement §tre complete par un 
degraissage du residu de la solution alcoolique. effectue avant 
1" extraction par 1* acetate d'ethylei au rooyen d'un solvant de- 
graissant tel que 1' ether ethylique et/ou 1' ether de petrole. 
Cn peut ainsi proc^der notamment comme suit : la plante entiere* 
secheet est broy£e» puis degraissee par de 1* ether de petrole 
dans ,un appareil du type Soxhlet. l*e residu* ou marc* debarrasse 
d f ether de petrole t est traite par maceration dans de 1' alcool 
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ethylique a 80* . La solution alcoolique est soumi.se a une concen- 
tration sous vide jusqu*a elimination de l*alcool« La phase li- 
quide aqueuse restante est ensuite depigmented par traitement & 
!• ether* lequel est elimine* puis e*:Le est traitee par de l*ace- 
5 tate d'ethyle. La phase a I'acetate d'ethyle est deshydratee et 
concentree a sec ; elle laisse alors deposer une poudre blanc 
creme* qui constitue un extrait selon 1* invention. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du procedei on 
peut notamnent utiliser des plantes de la famille des Oroban- 
lO chacees* qui sont des phanerogames parasites depourvus de chloro- 
phylle t et i parmi ces plantes * plus particulierement les especes 
du genre Orobanche et celles du genre Phelypaea. Ces especes 
presentent 1 • avantage d'etre relativement riches en derives ca- 
feiques et de conduire* par consequent* a de bons rendements 
15 d 'extraction. 

Toutefois i les plantes de la famille des Scrofulariacees f 
telles que le Verbascum f et celles de la famille des Acanthacees, 
telles que Acanthus, ont l'interet d'etre souvent plus facile- 
ment disponibles* Le procede est avantageusement complete* tout 
20 specialement dans ce cas* par une purification de l'extrait en 
milieu aqueux* sur cellulose notammenti puis par une nouvelle 
extraction par de 1* acetate d'ethyle additionne de methanol. 

Le procede selon 1" invention permet d f 6btenir notamment des 
extraits que l»on appellefa par la suite "extraits polypheno- 
25 liques* 1 * dont l f analyse montre qu'il s^git de melanges conte- 
nant essentiellement divers isomeres constitues d •esters hete- 
rosidiques d'acide cafeique derives d f un heteroside de dihydroxy- 
phenylalcanol et presentant plus particulierement la formule s 
HO OH 



30 



35 



HO 




^^O- X-0-< glucose- rhamnose )-OOC^CH*CH-^_^-OH (I) 




dans laquelle X est un groupement : 

_(CH 0 ) - ou n est un entiejr de 1 a, 6* 
* n 

ou -CH-(CH-) - ou ir. est un entler de O & 5. 
i * m 

OH 



Certains des isomeres peuvent avantageusement £tre separes 
a partir de cet extrait complexe en completant le procede par 
4C une ou plusieurs recris tall is at ions dans l'eau. 
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Les proportions relatives des isomeres dans l'extrait poly- 
phenolique varient suivant les conditions de traitement et sui- 
vant la nature precise des plantes utilisees. 

Naturellement , I'invention a aussi pour objet les composes 
5 obtenus conformement au procede d£ja cefini. 

Parmi les composes de formule (I), des composes prefer es 
selon 1« invention sont les esters heterosidiques d' acide cafeique 
derives d'heterosides de dabydrox^ph^nyl-othanol et de dihydrossr- 
ph£nyl~glycol, presentant les fonaules 
1 0 HO OH 



HO — ^ CH-CH 2 -0-(glucose^rhajnnose)-OOC-CH=CH- ^ ^ -OH<XI) 

HQ, OH cm nH 



HO — CH 2 ~CH 2 ~Q-( glucose- rhamnose ) -OOC-CH=CH- ^ OH (III) 



De tels composes se trouvent en quantites particulierement 

15 importantes dans les extra! ts polyphenol iques des Acanthacees ou 
Scrof ulariacees pour un compose de formule (XIX) auquel on a don- 
ne le nom de verbascoside, et dans les extraits polyphenoliques 
des Orobanchacees pour un compost de formule (IX) auquel on a don- 
ne le nom d'orobanchoside. lis peuvent etre isoles par cristalli- 

20 sation a partir des solutions aqueuses d"extrait polyphenol ique 
et purifies par recristallisation dans 1 ' eau ou l f alcool. 

D'autres isomeres des esters cafeiques selon l f invention 
peuvent encore etre obtenus par chauffage en milieu legerement 
acide du verbascosxde ou de l'orobanchoside, ou de leurs melanges, 

25 ou encore directeraent de 1* ex trait polyphenol ique. Ainsi, le 
. ^ chauffage en milieu legerement acide de l'orobanchoside, de pre- 
ference par ebullition en milieu a pH 6 a 6,8, conduit a un iso- 
mere presentant la formule generale deja indiquee et que l f on a 
denorame "isoorobanchoside". De merae le chauffage en milieu lege- 

30 rement acide du verbascoside , dans des conditions analogues, 

conduit a un isomere de la meme formule generale que l'on a de- 
nornme "isoverbascoside" . 

Tous Its isomeres ainsi isoles presentent , comme 1 1 extrait 
polyphenolique, des proprietes pharmacologiques qui en font des 

35 principes actifs utiles pour la constitution de medicaments. De 
plus, ils ont 1 ' avantage de pouvoir etre obtenus facilement a 
l f etat cristallise, separeraent ou en melange, par le procede se- 
lon l*invention. 



4 

2302745 

L 1 invention vise done egalement les medicaments qui 
contiennent comme principe actif au moins un ester heterosidique 
d'acide cafeique* et notamment ceux qui contiennent au moins 
un ester heterosidique d'acide cafeique derive d«un heteroside 
5 de dihydroxyphenyl-alcanol i presentant de preference la formule 
(I) ci-dessusi ou plus particulierement la formule (II) » ou qui 
contiennent au moins un principe actif tel que ceux que l»on 
peut extraire de plantes de la famille des Orobanchaceesi des 
Scrofulariacees, des Labiees ou des Acanthacees, par le proceed 
10 de^a dgfini, dans ses difTerentes variantes de raise en oeuvre« 
Ces principes actifs presentent en particulier des pro- 
prietes potentialisatrices de la dihydroxyphenylalanine » ou 
dopa» et ils sont done avantageusernent administres > en combinai- 
son avec la dopa* dans les differentes indications therapeuti- 
st ques de celle-cii la plus importante de ces indications concer- 
nant actuellement le traitement de la maladie de Parkinson* 
On sait que la dopa i et plus particulierement sa forme 
levogyre ou L.dopa* est consideree comme le plus efficace des 
medicaments antiparkinsoniens • Malheureusement » ce medicament 
20 entraine une serie d'effets secondaires qui affectent les fonc- 
tions d f activity cardio-vasculaire* et dont l'intensite peut 
aboutir a une intolerance. On salt egalement que ces effets 
sont dus a la presence en grande q'uantite de dopamine provenant 
de 1* activite extra-cerebrale de la dopa-d eca rboxyla se qui 
2.5 assure la decarboxylation de la dopa. C'est pourquoi il est 

d # un grand interSti dans le traitement de la maladie de Parkinson, 
de pouvoir associer a la L.dopa un inhibiteur de la dopa- 
decarboxylase extra-cerebrale • Les principes actifs selon 
I 1 invention se sont rev£le*s des inhibiteurs de ce type. 
3q De plus* ils ont l'avantage de presenter une activite plus Ion- 
gue et plus efficace que celle de composes chimiques d'origine 
synth^tiquet comme l f acide cafeique lui-mSme* et ils sont denues 
d*effet secondaire* 

Les principes actifs selon 1* invention presentent egale- 
35 ment d'autres proprietes pharmacologiques • En particulier* les 
extraits polyphenoliques presentent une activite p-bloquante 
qui renforce encore leur inter€t dans le traitement de la mala- 
die de Parkinson # En effet* on evite alors d 1 avoir a administrer 
des medicaments p-bloquants parallelement aux medicaments poten- 
40 tialisateurs de dopa, comme il est usuel dans le traitement de 
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la maladie de Parkinson* ou tout au moins on peut dirainuer sen- 
siblement les doses administrees* et les activites necessaires 
sc trouVent reunies dans un m§me produit d , origine vegetale» 
d f effet moins fugace et inieux tolere que les produits utilises 
5 de maniere classique* 

II est bien evident que 1' invention a aussi pour objet les 
compositions pharmaceutiques preparers en particulier pour le 
traitement de la maladie de Parkinson* qui contiennent un ester 
heterosidique d'acide cafeique> ou, plus particulierement » un 

10 principe actif obtenu par le procede selon 1* invention* en asso- 
ciation avec la dihydroxyphenylalaninet de preference sous sa 
forme leVogyre* 

L» invention sera maintenant decrite plus en detail dans le 
cadre d f exemples particulierst nullement limitatifs» decrivant 

15 la preparation des principes actifSf leur constitution et leurs 
proprietes pharmacologiques- 

EXEMPLE 1 — Preparation d'un extralt polyphenol ique 

Un extrait polyphenol ique est prepare de la maniere suiyantei 
a partir de plantes du genre Orobanche • et plus particulierement 
2o des especes Orobanche hederae' Duby et Orobanche rapuro Thuill. 

Les plantes entieres, recoltees en juin-juillet, sont mises 
a secher immediatement apres la recclte. dans un local aeret et 
a l*abri de la lumiere. 

40O g de plante entierement seche, apres broyage en poudre 
25 demi-finet sont degraisses et depigmentes avec 6 litres d f ether 
de petrole (40°-6O*) dans un appareil de type Soxhlet pendant 
-lO a 12 heures. 

La poudre veg4tale ainsi trait ee est sechee a l'airi puis 
mise a macerer h la temperature de 40*0 avec 5 fois 2 litres 
30 d'ethanol a 80° et sous agitation mecanique. 

Apres filtration du marct les 10 litres de solution alcooli- 
que sont additionnes de 20 ml d f une solution aqueuse de meta- 
bisulfite de sodium a 10% qui diminue l f oxydation des principes 
phenoliques actif s. 
35 Ces solutions laissees une nuit au ref rigerateur <4°C). sont 

filtrees puis concentrees. de facon a chasser l'alcooli a l'evapo- 
rateur rotatif. sous vide et a faible temperature (30*0* 

L'extrait* devenu aqueuxi subit a son tour un degraissage et 
une depigmentation par agitation avec un melange de ? 
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ether ethylique (debarrasse de ses peroxydes) 

ether de petrole (40 c -60°) 
dont les volumes respectifs sont 2,5/0 t 5 litres* 

Ce me me extrait aqueuxi debarrasse des traces d' ether i est 
5 alors rendu un peu plus aqueux par addition d'eau et epuise par 
16 litres cPacetate d 1 ethyle redistille (qui entralne les prin- 
cipes actifs) dans des ampoules a decantation agitees mecani- 
quement* 

Les phases a l 1 acetate d'ethyle sont dessechees par du 
lO sulfate de sodium (pur» sect de Prolabo) et evaporees. a see* 
sous vide* jusqu'a disparition complete du solvant organique. 

On obtient ainsi 40 g de produit sous la forme d'une poudre 
legere de couleur blanc creme* qui constitue 1 'extrait poly- 
phenolique. 

15 Renderoent : 10% du poids 6e la plante seche. 

EXEMPLE 2 - Preparation d 'orobanchoside * 

On fait dissoudre un extrait polyphenolique prepare confor* 
mement a l'exemple 1 dans de i^au d-LstLIlee chaude* de maniere 
a obtenir une solution a 20% de cet extrait- Apres refroidisse- 

20 ment de la solution jusqu*a la temperature ambiante» il se forme 
des cristaux en longues aiguilles? de couleur beige clair. que 
l'on recueille. Ces cristaux constituent 1 1 orobanchoside brut. 

On purifie les cristaux d • orobanchoside par dissolution 
dans de l'ethanol absolu. a chaud* en presence d f un peu de char- 

25 bon vegetal en poudre du type connu sous la denomination "Norit" 
(Prolabo). La solution est filtree sur une petite colonne de 
cellulose (300 M.N,) de un centimetre de hauteur sur deux centi- 
metres de diametrei bien lavee au prealable a l'eau et a 
1 'ethanol. 

30 Le filtrat alcoolique est concentre a 1 » evaporateur rota- 

uif» sous videi jusqu'a l*apparition d'un trouble. On laisse 
cristalliser au refrigerateur (a + 4"C). Les cristaux ainsi obte- 
nus sont essoresi seches et recristalLlises une ou deux fois dans 
l'ethanol absolu. 

35 Rendement en orobanchoside purifie : 2% du poids de plante 

seche. 

Les caracteristiques physico-chimiques du produit obtenu 
sont rassemblees ci-apres : 
a) Proprietes physiques . 
40 - point ce fusion : pris au banc ce koefler 
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Debut de ramollissement vers 196°C - 200*C 

fusion nette : 2C9°C ± 1°C. 

- Solubilites : insoluble dans I'eau froide* 

assez soluble dans l'eau bouillante. 

5 " soluble dans les solutions alcooliques et 

hydroalcooliques » 

insoluble dans l f ether> le chloroforme? le 
benzene* 

b) Ana 1 ys e element aire 

10 trouve : C » 54,50 Jt H = 5,73 $ 

0 = 54,62 & H = 5,87 5* 

calculi : C - 54,37 # H = 5,62 £ pour C 2g H^g 0 16 

c) Analyse par chromatoqraphie en couche mince * 

Adsorbant : couche de cellulose Merck toute prete sur feuil- 
15 le d v aluminium 

Solvant : acide acetique a 2% dans I'eau 

Duree de migration : une heure 30 minutes 

Revelateurs : U.V. et p.nit.raniline diazotee (coloration 
jaune beige) 

20 Rf : 0,43 - 0,44. 

d) Analyse spectrale » 

- Spectre U.V. (cans methanol) : maximum 223-(23 3)-(246)-291-335 

minimum 265 

- Spectre en infrarouge (en pastille de KBr) - Places des 

25 bandes en cm*" 1 : 3420 - 2960 - 2935 - 1720 - 1605 - 1520 - 

1450 - 1380 - 1300 - 1270 - 1130 - 1060 - 
1040 - 1020 - 980 - 850 - 810 - 780 - 
570. 

* - Spectre de resonance magnetique nucleaire (RMN) 
30 - 6 protons aromatiques 6,4 ppm <<*•< 7,2 ppm 

- 2 protons double liaison trans J « 15 Hz (cT* 6,2 ppmcf *= 7,5 

ppm) 

- 3 protons methyl J s 6 Hz <T » 1,05 ppm 

- 1 proton cf * 5, 03 ppm (C ^ rhamnosyl) 

35 - * proton 6 » 4,58 ppm (Cj glucosyl) (J = 7 Hz) 

+ 13 ou 14 protons compris entre 3 ppm et 5,1 ppnw 

e) Formule chimique * 

Des resultats d'analyse ci-dessus et de l'exaraen des pro- 
duits separes par chromatographic en couche mince de cellulose 
40 apres hydrolyse alcaline de 1 'orobanchoside* on peut deduire 
que celui-ci est forme de : - 
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1 molecule d'acide cafeique 
1 molecule de glucose 
1 molecule de rhamnose 

1 molecule d'alcool p-hydroxy-p (diriydroxy-3,4-phenyl ) 
5 ethylique confornsement a la formule (II). 
EXKMPUS 3 - Preparation d [ Isoorobanchoside « 

L f orobanchoside prepare selon I'exemple 2 est soumis a 
un chauffage en milieu aqueux* a pH legerement inferieur a 7, de 
I'ordre de 6,5 et maintien de la solution a 1' ebullition pen- 
10 dant 3 heures. 

On laisse ensuite ref roidir la solution . Des cristaux 
se depoaent ; on les essore et on les purifie* comme decrit dans 
l'exemple 2. JLe produit obtenut ou isoorobanchoside > est un iso- 
mere de I Orobanchoside de l'exemple 2 presentant la mime formule 
15 generale (II) . 

EXEMPLE 4 - Preparation de verbascoside . 

Le verbascoside est extrait dejs eaux-meres restant apres 
separation de 1 f orobanchoside cristallise selon l'exemple 2 a 
partir d f un extrait polyphenol ique prepare selon l'exemple 1 et 
20 dissous dans l'eau.. 

Ces eaux-meres sont laiss^es au rdfrigerateur (4°C) dans un 
becher recouvert d'un verre de roontre permettant ainsi une cer- 
taine evaporation . Au bout d 1 une semaine environ apparaissent 
des cristaux reunis en petites boules dans le becher- 
25 Ces cristaux sont essores eti apres redissolution dans de 

l'eau a temperature ambiante (solution a 25-30%) , sont remis a 
cristalliser au ref rigerateur- 

Au bout de 48 heures* le verbascoside cristallise* On re- 
commence 1' operation jusqu'a obte:ntion d'une tache unique de 
30 verbascoside sur les chromatogrammes • 

Les caracteristiques physico-chimiques de ce produit sont 
reunies ci-apresS 
a) Proprietes physiques * 

- Point de fusion : (banc de koefler) 
35 ramollissement vers 158-160°C 

fusion nette vers 170-180°C 

- Solubilites : soluble dans l'eau a froid 

soluble dans las alcools 

insoluble dans l'£ther> le chloroformet le 
A ^ benzene* 
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b) Chromatographic . 

Le produit est analyse par chromatographic sur couche mince 
dans les mimes conditions que 1 'orcbanchoside dans lexemple 2. 
La tache correspondant au verbascoside se colore par la 
5 p*nitraniline diazotee en brun- jaunStre bordee de mauve* 
Rf m 0,57 (solvant : acide acetique 2%) 

c) Analyse spectrale * 

- Spectre U»V. (dans methanol) z A maximum : 223- (234 )-( 246)~ 

291-333 

lO minimum : 265 

- Spectre en infrarouge (en pastille de KBr ) - Places des 
bandes en orvT^ : 3400 - 2920 - 1690 - 1595 - 1510 - 1440 - 

1370 - 126C - 116C - 1115 - 1060 - 1030 - 
980 - 610 - 760 
15 - Spectre de resonance magnetique nucleaire 

— 6 protons aromatiques (6,4 £ cf < 7,2 ppm) 

- 2 protons double liaison trans J « 15 Hz ( $ « 6,25 ppm et 

cf » 7,55 ppm) 

— 3 protons methyl J ■ 6 Hz ($~ « 1,05 ppm 
20 - 1 proton cf * 5,12 (C^ rhatnnosyl) 

- 1 proton V ~ 4,40 ppm (C^ glucosyl) J = 7 Hz 
+ 14 protons compris entre 2,6 ppm et 5,0 ppm 

&e ces resultats et de l*analyse des produits d'bydrolyse 
du verbascoside » on deduit que celui-ci est derive des memes 
25 constituants i glucose, rhamnose* acide cafeique que l'orban- 

choside et de 0 (dihydroxy-3 , 4 phenyl ) ethanol et qu'il presente 
la formule (III)« 

EXKNPLE 5 - Preparation d f isoverbescoside* 

Le verbascoside prepare selon l'exemple 4 est chauffe en 
30 milieu aqueux legsrement acide, comme decrit dans I'exemple 3, 
pour obtenir 1 • isoverbascoside» isomere de la m£me formule ge- 
nerale (III). 
£X£l-:FLE 6 > 

Un extrait polyphenolique d'Orobanche prepare conformement 
35 a I'exemple 1 est soumis a une analyse par chromatographic en 
couche nince de cellulose dans de 1* acide acetique a 2% dans 
1 'eau* Apres revelation du chroma tog ramme par les U.V. et la 
p.nitraniline diazoteei on peut distinguer : 
en forte concentration - veroascoside : Rf & 0,57 
4 C * orobanchofi ide : Rf *> 0 , 4 3 
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en tres faible concentration - isoverbascoside : Rf ■ 0,24-0,25 

- isoorobanchoside : Rf = 0,18-0,20 
h l'etat de traces - acide cafeique : Rf * 0,lO 

Les caracterist iques physico-chimiques de 1 * ex trait poly- 
phenolique sont : 

- oolubilites : soluble extemporanenent dans l*eau a la tempe- 

rature ambiante en solution moyennement concen- 
tree ( au bout d'une heure> laisse deposer a 
froid quelques cristaux d ? orobanchoside>t 
soluble dans les alcools et I'acetate d'ethyle* 
insoluble dans 1* ether, le chlorof ornie , le 
benzene. 

- Spectre U.V„ (dans le methanol) : celui des esters caf^iques 

A. maximum : 221- (248>-29 V335 
minimum : 266 

EXEHPLE 1 . 

Des plantes du genre Verbascum sont s^chees et broyees, 
puis traitees comme il a ete decrit dans l'exemple 1, par de- 
graissace, extraction a l'alcool, degraissaget extraction a 
1 'acetate d*ethyle* On procede ainsi de la m€me facon que dans 
l'exemple 1 jusqu*a l'obt.ention de I'extrait ethero-ac£tique 
restant apras evaporation de I'acetate d'ethyle. 

Cet extrait est ensuite dissout dans l'eau et purifie par 
passage sur une colonne de cellulose et elution grSce a une 
solution d'acide acetique a 1% dans l'eau. La phase aqueuse est 
extraite alors par de l'ac£tate d'ethyle additionne de 3% de 
methanol • 

Apres sechage sur sulfate de sodium anhydre et evaporation 
a sec* on recueille un residu pulverulent de couleur crethe , 
dont 1* analyse montre qu'il est constitue en grande partie par 
du verbasccs ide repond ant a la f ormule III . 
EXENPLE 8 - Etude toxicoloqique . 

Les principes actifs, d'origine vegetale* prepares selon 
1' invention sont sans toxicite et tres bien toleres- 

Pour I'extrait polyphcnolique obtenu conformement a l'exem— 
pie 1 1 les resultats de 1 * etude toxicologique sont les suivants ; 

- Toxicite aigue : DL« 50> 6 g/kg per os chez la souris 

DL • 50 > 6 g/kg IP chez la souris. 
Le test de "traction" est positif ^ heures apres l 1 ingestion 
du produit \ forte dose (1 g/kg er I. P.). Ce test consiste 
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essentiellement a apprecier l f action du produit sur le tonus 
musculairet selon la technique de JULOU et COURVCI5IER : 
Psychotropic drugs. Milan (1957) 373. 

- Toxicite chronique : a raison de 500 mg/kg-rat pendant 8 se- 
maines* Rien a signaler. 

Des resultats analogues sont obtenus avec chacun des prin- 
cipes actifs prepares conformement aux examples 2 a 7. 
EXEKPLE 9 - Activity potentialisatrice de la L.dopa ^ 

La recherche de la potential isat ion de l f activite anti- 
parkinsonienne de la L.dopa a ete realisee en etudiant l f anta- 
gonisme de ces deux substances associees vis-a~vis des tremble- 
ments provoques chez la souris par 1 T oacotremonihe» 

Les tremblements sont enregistres graphiquement • 

Dans tous les cas> le protocole suivant a ete suivi : 
Temps O = principe actif administre per os 

Temps 20 mn « L.dopa administree per os 
Temps 40 mn e 5O0 if/kg d • oxotremonine en I. P. 

Les tremblements sont enreg:i.stres pendant 45 minutes apres 
1 • administration d « oxotremonine • 

L'examen des resultats revele la m£me activite anti«»oxotremo- 
nine avec : 

L.dopa seule •« 500 mg/kg per os 
bu chacune des combinaisons principe actif + L dopa suivantes i 

1) Extrait polyphenolique d • Orobanche (exemple 1) * 50 mg/kg 
per os 

L.dopa = 50 mg/kg per os 

2) Extrait polyphenolique d f Orobanche (exemple 1) * 100 mg/kg 
per os 

L.dopa m 25 mg/kg per os 

3) Orobanchoside (exemple 2) = lOO mg/kg per os 
L.Dopa m lOO mg/kg per os 

4) Verbascoside (exemple 4) = lOO mg/kg per os 
L.dopa « 1O0 mg/kg per os . 

Le mecanisme d 1 action de la potentialisation de la L.dopa 
est etudie "in vitro" dans les conditions 

- Substrat « L.dopa 

- Enzyme - poudre acetonique de broyat de rein de cobaye 

preparee a tres basse temperature 

- Inhibiteur enzymatioue temoin a acide cafeique. 
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Avec I'extrait polyphenol ique obtenu selon l'exemple li 
dans les conditions de 1» experience (pH » 6*8), 1 'action inhibi- 
trice de la dopa-decarboxylase est negative. Par contre» a pH 
alcalin, dans l'intestin et h 37°C, cet ex-trait libere l^acide oa- 
5 feiquei qui est actif. Ceci peut expliquer 1» activity inhibitrice 
de la dopa-decarboxylase si 1 'on admet qu f elle s'effectue dans 
1 'organisme apres hydrolyse de 1* extrait. 
EXEMPLE 10 - Action cardio-vasculaire . 
- Pression centrale 
lO L a pression carotidienne a ete mesuree sur des rats mSles 

de souche Wistar. 

L'administration de 50 mg/kg de l'extrait polyphenolique de 
1 f exemple 1 i par voie intraveineuse , entralne une hypotension 
tranche et fugacei sans modification de la frequence cardiaque. 
15 - Oreillette isolee de rat. 

Le mime extrait polyphenolique d'Orobancbe* a la dose de 
. 5 mg dans une cuve de 40 ml* annule toutes les actions chrono- 
tropes et inotropes positives provoquees par 0,5 V d f isoprenaline , 
dans le test de l f oreillette isolee de rat» qui consiste a mesu- 
20 rer le rythme et les contractions d'une oreillette isolee mainte- 
nue en survie dans un liquide nutritif. selon la technique decrite 
dans J. Physiol (1926) - 61 t 547* 

L'extrait possede done une action p-bloquante. 

- Activite antihypertensive. 

25 L* hyper tens ion experimentale realisee par ischemic renale 

(technique de Grollman ; Proc . Soc. Biol. med. 1944 , 57, 102-1O4) 
est diminuee de deux points par administration quotidienne de 
3O0 mg/kg per os d'extrait polyphenolique d'Orobanche prepare 
selon l v exemple 1. 

30 La chute de la pression arterielle qui debute 3 jours 

apres le debut du traitement se mi3intient pendant toute la duree 
du traitement. Dix jours apres l'arr£t du traitement t la pression 
arterielle re joint sa valeur initiale. 

II est a noter que !• extrait ne modifie pas la pression 

35 arterielle des animaux normotendus. 

- Activite antif ibrillante . 

Le mSme extrait polyphenolique n 1 antagonise pas la fibril- 
lation chloroformique realisee chez la souris selon la methode 
de LAWSON. 
40 11 - Activite analqesique 
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On determine, pour des doses IP determinees d'extrait poly- 
phenol ique d 'Orobanche obtenu selon 1 • exemple 1 > 1 1 augmentation 
du seuil de la douleur* selon deux techniques qui utilisent res- 
pectivement un stimulus thermique (€*ssai de la plaque chauffante) 
5 et un stimulus chimique (essai a la phenylbenzoquinone) * 

- Plaque chauffante : selon la methode de WOOJLFE (G.) - MAC 

DONALD (A.D • } J. Pharmacol* exptl. ther 
( 1944 ) 8Q , 300. 

Ce test est base sur le principe suivant : une souris pla- 
lO cee sur une plaque chauffee a 56 W C reagit en 5 a 6 secondes par 

un lechement des pattes anterieures ou par un saut. ^administra- 
tion d'un analgesique a pour effet de prolonger le delai d' appa- 
rition de cette reponse. 

Les resultats obtenus sont consignes dans le tableau sui- 
15 vant qui indique le % d ■ augmentation du delai d» apparition de la 
reponse a la douleur. 



Temps apres administration 


30 mn 60 mn 90 mn 


Dose : 500 mg/kg I. P. 


• 92 BO 50 


Dose : 1 g/kg I. P. 


170 130 lOO 



- Phenylbenzoquinone : selon la methode de SIGMUND : J. Pharmacol. 

exptl. ther (1957), 009 , 184. 

Ce test est base sur le principe suivant : apres adminis- 
tration preventive d f un analgesiquet on injecte une solution 
alcoolique de phenylbenzoquinone qui a pour but de provoquer 
des torsions chez 1* animal, Les analgesiques previennent ou 
inhibent ce syndrome de torsion. 

Les resultats sont rapportes ci-apres» en % de diminution s 





Temps en minutes 


5 


io 


15 


20 


25 


30 


35 


Dose : 500 mg/kg 
I. P. 


lOO 


78 


69 


74 


67 


65 




Dose : 1 g/kg 


lOO 




91 


85 


83 


85 
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Dans les conditions experiment ales et aux doses utiliseest 
l'extrait etudie possede une forte aetivite analgesique. 
EXEKPLE 12 - Aetivite anti-inf lammatoire : selon la methode 
de WINTER - Proc Soc Exp. biol. med. (1962) 111, 544-547. 
5 L f injection d'une suspension de kaolin sous l'aponevrose 

plantaire de la patte posterieure du rat provoque une reaction 
inf lammatoire qui peut €tre reduite par les substances anti- 
in fl ammatoires* 

Les resultats obtenus avec l'extrait polyphenol ique de 
lO l'exemple 1 sont consignes dans le tableau suivantt ou ils sont 
exprimes en % de diminution de I'enfJLure : 



15 



Temps en heure 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


Dose : 500 mg/kg 
I. P. 


lO 


42 


25 


35 


20 


lO 



Dans les conditions experimenta^es • le produit etudie" pos- 
sede une aetivite anti-inf lammatoire 
20 EXEMPLE 13 - Actions psychotropes . 

Le produit examine est l'extrait polyphenol ique d'Orobanche 
obtenu selon 1 1 exemple !• 
- Curiosite et motilite. 

Des sour is Swiss sont soumises au test de la planche a 
25 trous, selon la methode de BOISSIER (Therapie (1S62) X7. 1225- 
1232) f qui consiste a etudier a la fois la mobilite et l # explo- 
ration che2 la souris. 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de variation de 
1 f investigation et de la motilite par rapport aux temoinsi dans 
30 le tableau ci-apres : 



Doses 


5O0 mg/kg I. P. 


1 g/kg I. P. 


Investigation 


- 34% 


- 79% 


Motilite 


- 33* 





$b Aux doses £tudiees, le produit ciminue 1 ■ investigation et 

la motilite. 
- Etude des reflexes 

Test de traction : test positif (aucune action du produit) a 

la dose de 1 c/kg I. P. 
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Test de rota rodi selon la technique de GROSS (Schw* med. wshr. 

(1955) 85, 305, qui consiste a determiner le 
temps pendant lequel une souris est capable de se maintenir en 
equilibre sur une tige horizontale tournant sur elle-m£me : 
5 test positif (aucune action du produit) a la dose de 1 g/kg £P« 

- Potent ialisation du sommeil. 

L#a potentialisation de la narcose est un test utilise pour 

mettre en evidence une action sedative generale» En effet* une 

substance ne provoquant pas le sommeil par elle-m£me peut* en 
^° association t prolonger la duree d» action d»un hypnotique» 

La potentialisation de la na rcose a ete d e term inde sur des 

souris mSles de souche Swiss par la technique de 1 'endormisse- 

ment (technique de COHRVOISIER Arch* int. pharmacod. ther. 

(1952) 92 » 305 : le sommeil induit par une dose sub-hypnotique 
15 est prolong^ sous l f effet d»un pretraitement par un psycholep- 

tique ) • 

SOOmg/kg administres par voie intraperitoneale entraine une 
augmentation du temps de sommeil par rapport aux temps de som- 
meil des temoins de 43%. 
20 Ainsi* le principe actif etudie. sans incidence sur les 

reflexes t diminue 1 • investigation et la motilite* et potentialise 
la narcose barbiturique » faisant preuve d f une action psycho- 
leptique. 
EXEMPLE 14 

25 Des gelules utilisables en therapeutique humaine sent 

dosses a SO rag d f extrait polyphenol ique d'Orobanche selon l'exem- 
pie 1 par gelule. 

Cet extrsit (>eut Stre administr4 a des doses journalieres 
variant de 1 a 5 mg/kg» en association avec des doses journa- 
30 lieres de L dopa de 6 a 30 mg/kg. 

A titre d f exemple* on adroinistre a un patient souffrant 
de la maladie de Parkinson t 200 mg d*extrait par jour* en 3 ou 
4 prises et en association avec une dose de 1 g de L.dopa par 
jour. 

35 Comme il va de soi et comme il r^sulte d*ailleurs d£j& de 

ce qui precede* l f invention ne se limite nullement a ceux de 
ses modes d 1 application et de realisation qui ont ete plus spe- 
cialement envisages ; elle en embrasse* au contraire? toutes 
les variantes* 
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BEVEflDI CATIONS 

1 - NouYeaux medicaments, caracteris^s en ce qu f ils contien- 
nent, comme principe actif, au moins un ester heterosidique d'acide 
cafeique, notamment du type de ceus extraits de plantes de Hafemille 

5 des Sfcrofulariacees, des Orobanchacees, des Labiees ou des Acanthacees. 

2 - Precede d 'extraction de principe s act if s de medicaments, 
et notamment dusters heterosidique s d'acide cafeique, h partir de 
plantes de la f ami lie des Scrofulariacees, des Orobanchacees, dee la- 
bi£es ou des Acanthac^es, caracterise en ce que l f oa feit mac^rer la plante 

10 dans un alcoril, tel gae l'ethanol ou le methanol, on recueille la solu- 
tion alcoolique, on fait evaporer I'alcool, on reprend le r^sidu 
obtenu dans l'eau, on le soumet h ame extraction par l 1 acetate d'e- 
thyle, et l'on recueille 3.a fraction soluble dans 1' acetate d'ethy- 
le. 

15 3 - Precede selon la revendication 2, caracterise en ce que la 

plante est soumise au prealable k un aegraissage par un solvant de- 
graissant, de preference 1" ether de petrole. 

4 - Procede selon l'une quelconque des revindications 2 ou 3* 
caracterise en ce que le residu de la solution alcoolique est sou- 

20 mis b un degraissage par un solvani; tel que l 1 ether ethylique, l f e- 
ther de petrole, ou leurs melanges avant l f extraction par 1* aceta- 
te d'ethyle, 

5 — Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la 
plante seche est broyee et degraissee par 1' ether de petrole, le 

25 residu debarrasse de l f ether de petrole est traite par maceration 
dans de I'alcool ethylique, la solution alcoolique est soumise h, 
une concentration sous vide jusqu'ii elimination de I'alcool, la 
phase liquide aqueuse restante est ensuite depigmentee par traite- 
ment a 1» ether, lequel est alors elimine, puis traitee par de l'a- 

30 cetate d'ethyle, la phase h l T acetate d'ethyle est deshydratee et 
concentree & sec, et I 1 on recueille la poudre qui cristallise. 

6 - Procede selon l'une quelconque des revendi cations 2 & 5, 
caracterise en ce qu'il comperend, en outre, une purification de la- 
dite fraction soluble a 1* acetate d'ethyle, prealablement dissout 

35 en milieu aqueux, de preference parr absorption de6 impur*etes star 
cellulose et eiution par "une solution dilu6e d'acide acetique, et 
extraction subsequente & 1' acetate d'ethyle, de preference addi- 
tion^ de methanol. 

7 - Procede selon l'une quelconque des revendications 2 h 6, 
40 caracterise en ce que l'extrait a l'acetate d'ethyle, de preference 
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deshydrate et concentre, est soumis k une etape de separation de 
ses conetituants par dissolution dans l'eau a chaud, refroidisse- 
ment et separation du produit qui cristaUise au refroidissement, 
lequel est ensuite avantageusement purifie par recristallisation 
5 dans l f alcool, et filtration, notamment sur cellulose, 

8 - Procede selon la revendicaticn 7 f caracterise en ce que 
les eaux-mferes restant apres ladite separation sont maintenues au 
froid, de preference aux environs de + 4°C, jusqu'a cristallisation 
d*un autre produit qui est recueilli; et avantageusement purifie 

10 par recristaHisation dans l'eau, 

9 - Precede selon l'une quelconque des revendications 2 k 8, 
caracteriee en ce que le ptroduit obtenu est ensuite sounds a un 
chauffage, par ebullition en milieu aqueux legferement acide, k un 
pH de I'ordre de 6 a 6,8, et x de preference de l»ordre de 6,5. 

15 10 • — Principes actifs, notamment du type ester heterosidique 

d' acide cafeique, tels qu'ohtenus par la mise en oeuvre du procede 
selon l'une quelconque des revendications 2 k 9 + 

11 - Nouveaux medicaments, caracterises en ce qu'ils contien- 
nent au moins un principe actif selon la revendicaticn 10, 

20 12 - Nouveaux medicaments, caracterises en ce qu'ils contien- 

nent au moins un eeter heterosidique d f acide cafeique derive d *un 
heteroside de dihydroxyphenylalcanol, notamment de dihydroxyphe- 
nyie than ol ou de >6-hydroxy ^-(dihyd:roxyphenyl)ethanol # 

13 — Medicaments selon la revendicaticn 12, caracterises en ce 
25 que l f ester heterosidique pr^sente la formule 

HO OH 
H0 -V X-0-.J glucose-rhamnose ) -OOC~CH=CH — < ^ ^ -OH 

30 dans laquelXe X represente un radical 

-(CHg)^- n etant un entier de 1 k 6, 
-CH-CCH^J^- m «n entier de 0 k 5* 

OH 

14 — Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
35 comprend au moins un ester heterosidique d f acide cafeique, notam- 
ment un medicament selon I'une quelconque des revendications 11a 
13, en association avec la dihydroxyphenylalanine, de preference 
sous v sa forme levogyre. 



